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1. Bevezetés  
 A 2-es típusú diabetes mellitus komplex metabolikus betegség, mely vaszkuláris 
szövődményekkel is jár, az elégtelen vércukor-beállítás mikro- és makrovaszkuláris 
szövődmények kialakulásához vezet. Az inzulin-rezisztencia a cukorbetegség patogenezisének 
és az érszövődményeknek központi tényezője. A vaszkuláris inzulin-rezisztencia a 
magasvérnyomás-betegség kialakulásának ugyancsak egy korai eleme, mely magyarázhatja a 
cukorbetegség és a hipertónia gyakori társulását. 1 Az endotél-diszfunkció inzulin-
rezisztenciával és az érfal merevségének (stiffness) megnövekedésével jár. Az inzulinra adott 
vazorelaxáció csökkenése megelőzi az acetilkolinra adott vazorelaxáció csökkenését, tovább 
erősítve a hipotézist, hogy a vaszkuláris inzulin-rezisztencia korai folyamat a hipertónia 
kialakulásában. 1 
 Az inzulin meghatározó hormonális tényező az anyagcsere szabályozásában, 
mindemellett fontos szerepet játszik az érfunkció szabályozásában. 2, 3 Az inzulin mind 
vazorelaxációt, mind vazokonstrikciót képes kiváltani. 4 A vazodilatátor hatásokért elsősorban 
a foszfatidilinozitol 3-kináz/Akt (PI3K/Akt) jelátviteli úton keresztül felszabaduló endoteliális 
nitrogénmonoxid (NO) felelős. 5, 6 Ezzel szemben az ERK jelátviteli útvonal aktiválása révén az 
inzulin az endothelin-1 felszabadulásához vezet, mely vazokonstrikciót vált ki. 7 Mindemellett 
a reaktív oxigén- (ROS) és nitrogénszármazékok (RNS) is fontos szerepet játszanak a fiziológiás 
inzulin jelátvitelben; példának okáért a hidrogén-peroxid inzulinszerű hatásokat közvetít és az 
inzulin ROS és RNS felszabaduláshoz vezet. 8 
 A ROS diabéteszes érkárosodásban betöltött szerepének jelentős irodalma van. A ROS 
különböző jelátviteli utak aktiválása révén befolyásolják az érfunkciót, a proinflammatorikus 
mediátorok expresszióját és az érfal strukturális átépüléséhez vezetnek. 9 A ROS 
felgyülemlése, a nitrogén-monoxid koncentrációjának csökkenése, a sérült inzulin-jelátvitel és 
a gyulladásos folyamatok aktivációja a vaszkuláris inzulin-rezisztencia legfőbb jellemzői. 10, 11 
 A 2-es típusú cukorbetegek vércukor-háztartásának korai és megfelelő beállítása és a 
normoglikémia elérése jelentősen javítja az inzulin-érzékenységet, sőt egy rövid és intenzív 
inzulin-terápia a glikémiás kontroll, valamint az endotélfunkció javulásához és az inzulin-
rezisztencia csökkenéséhez vezethet, mely akár a betegség remisszióját is okozhatja. 12, 13 Ezen 
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átmeneti intenzív inzulinkezelés pozitív élettani hatásainak mechanizmusa a mai napig nem 
teljesen tisztázott.  
Jelentős kísérletes adat igazolja az oxidatív stressz szerepét az inzulin-rezisztencia 
kialakulásában. Az oxidatív károsodás fő célpontjai a fehérjék, mely folyamat végül a 
fehérjefunkció károsodásához vezethet. Azonban a direkt károsodáson kívül léteznek egyéb, 
szintén a fehérjefunkció károsodásához vezető mechanizmusok, melyek eddig kevés figyelmet 
kaptak. Ismert, hogy a szuperoxid anion hidrogén-peroxiddá továbbalakulva még 
reakcióképesebb oxigén gyökök képződéséhez vezethet, mint például a hidroxil szabad gyök.14 
A hidroxil gyök hatására a fenilalaninból para-, meta- és orto-tirozin képződik. 15-18 
Ezek az oxidatívan módosult aminosavak mind fehérjéhez kötött, 15 mind szabad 
aminosav formában képződhetnek. Az utóbbiak később a fehérjeszintézis folyamán 
épülhetnek be egy fehérjemolekulába. Ez utóbbi folyamat tehát direkt, a fehérjemolekulára 
ható oxidatív károsodás nélkül képes citotoxikus hatásokat kiváltani. 19-21 
Hiperglikémiás makákók aortájában emelkedett orto- és meta-tirozin koncentrációt 
mértek. 15 Továbbá az orto- és meta-tirozin beépülése a fehérjemolekulákba a sejtfunkció 
zavarához vezethet, mint például az erythroblasztok erythropoietin érzékenységének 
csökkenéséhez, vagy – in vivo körülmények között – a tumornövekedés gátlásához, 
valószínűleg az MAP/ERK jelátviteli útvonal befolyásolása révén. 22, 23 
A kívülről bejuttatott orto-tirozin beépülése az érfali fehérjékbe és ennek hatása az 
érfunkcióra még nem képezte kutatás tárgyát. 
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2. Célkitűzések 
 Feltételezésünk szerint az érfali redox szint a periféria felé csökken és ennek 
megfelelően az inzulin kiváltotta – NO mediált – vazodilatáció mértéke növekszik a periféria 
irányában. Ezen kívül in vivo körülmények között vizsgáltuk exogén, oxidatívan módosított 
aminosav (orto-tirozin) érfunkcióra gyakorolt hatását. 
  
Hipotéziseink igazolásához: 
- Meghatároztuk az artériás rendszer három egymást követő szegmensének (mellkasi, 
hasi aorta és femorális artéria) oxidatív szintjét kontroll körülmények között, illetve az 
érfali oxidatív állapot farmakológiai és sebészeti (az aorta operatív szűkítése révén, ún. 
aortic banding) befolyásolása után. 
- Megmértük az inzulinra adott vazorelaxáció mértékét ugyanezen érszegmensekben 
kontroll körülmények között. 
- Majd az érfali oxidatív állapot farmakológiai (H2O2 + aminotriazol) vagy sebészi (aortic 
banding) módosítása után. 
- Ezen felül megvizsgáltuk az ERK jelátviteli útvonal jelentőségét az inzulin által kiváltott 
érválaszban. 
- Továbbá elsőként vizsgáltuk az exogén orto- és para-tirozin hatását a vaszkuláris 
inzulinérzékenységre és 
- Ennek hatásmechanizmusát in vitro körülmények között endotélsejteken és különböző 
érszegmensekben akut és krónikus körülmények között. 
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3. Metodika 
3.1 Állatkísérletek 
 Az állatkísérleteket a Pécsi Tudományegyetem Etikai Bizottságának engedélyével 
hajtottuk végre. Kifejlett (11-13 hetes, 320-380g súlyú), hím Sprague-Dawley, szokványos ad 
libitum diétán tartott patkányokat használtunk a nem-intervenciós kísérleteinkhez. A 
kísérletek előtt az állatokat intraperitoneális ketamin injekcióval (50 mg/ttkg, i.p.; Richter 
Gedeon, Budapest, Magyarország) altattuk, majd dekapitáltuk. 
 Ahogy korábbi kísérleteink során is 24, az aorta operatív szűkítését (aortic banding) hím 
Sprague-Dawley patkányokon (8 hetes, átlagos súly: 220 gramm) végeztük. Általános 
érzéstelenítés és ketamin/diazepam narkózis (50, ill. 5 mg/ttkg, i.p.) alatt felnyitottuk a 
hasüreget, majd a bifurcatio iliaca felett kipreparáltuk a hasi aortát. Ezután egy 21G méretű 
tűt rögzítettünk egy 2-0 varrófonal segítségével a felszabadított aortaszakaszhoz, úgy, hogy a 
varrat az aortát és a vele párhuzamosan tartott tűt fogta át. Ezután finoman és lassan 
eltávolítottuk a tűt, így előidézve egy megközelítőleg 21G lumenű mesterséges koarktációt az 
ilikális artériáktól proximális irányban. 24 
 A tirozin izomer beépülésének vizsgálatához hím (5-6 hetes, 100-140g-os) Sprague-
Dawley patkányokat kezeltünk (a hét 6 napján) 4 héten keresztül 2 órás éhezés után 
gyomorszondán keresztül 1,76 mg / nap para- illetve orto-tirozin oldattal (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA) vagy oldószerrel (kontroll). A négy hetes kezelés végeztével a patkányok egy 
csoportját a fenti módon ketaminnal elaltattuk, dekapitáltuk, majd az erek orto-tirozin 
tartalmát és vazomotor válaszát vizsgáltuk. A patkányok másik csoportjában a 4 hét tirozin 
szupplementációt követően megszakítottuk a kezelést, majd 4 hét kimosási periódus után 
(„washout“) vizsgáltuk az érfali orto-tirozin-koncentrációt és a vazomotor választ. 
 Kísérleteinkben a mellkasi és a hasi aortát, valamint a femorális artériát távolítottuk el, 
majd miután megtisztítottuk az ereket az azokat körülvevő kötőszövettől, két egyenlő 
hosszúságú szegmenst képeztünk az egyes szakaszokból. A proximális szakaszokat azonnal 
hidrolizáltuk a HPLC-s kísérletekhez, a disztális szakaszokat használtuk az izometriás 
kontrakciós mérésekhez. 
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3.2 Az oxidatív státusz és a tirozin izomer inkorporációjának vizsgálata az egymást 
követő artériás szegmensekben 
Mivel a hidroxil gyök féléletideje nagyon rövid és kimutatása metodikailag kifejezetten 
körülményes 25, egy alternatív megoldást alkalmaztunk, mely segítségével az oxidatív reakció 
egy stabil végtermékét vizsgáltuk: a természetes fenilalanin izomerjét, az orto-tirozin 
molekulát. 15-18 Az adott érszakasz proximális szakaszát O-gyűrűvel lezárt polipropilén 
csövekben hidrolizáltuk. A mintákhoz dezferroxiamint és butilált hidroxitoluént 
(végkoncentráció 3,6 ill. 45 mM) adtunk a hidrolízis alatti szabadgyök képződés gátlása végett, 
majd 200 µl 12N-es sósavval hidrolizáltuk a fehérjéket egy éjszakán át 120°C-on. 17 A 
hidrolizátumot egy 0,2 µm szűrőn át tisztítottuk (Millipore Co., Billerica, MA, USA), végül az így 
kapott oldatból egy Rheodyne manuális injektor segítségével 20 µL-t injektáltunk a Shimadzu 
Class LC-10 ADVP HPLC rendszerbe (Shimadzu USA Manufacturing Inc., Canby, OR, USA). Az 
aminosavak kvantitatív analízisét autofluoreszcenciájuk alapján végeztük, LiChroCHART 250-4 
oszlopon (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 1%-os ecetsav és nátrium-acetát mobil fázison 
való izokratikus futtása után. A tirozin izomereket autofluoreszcenciájuk alapján 275 nm-es 
excitációs és 305 nm emissziós hullámhosszokon, míg a fenilalanin szintjét 258 nm-es 
excitációs és 288 nm-es emissziós hullámhosszokon mértük Shimadzu RF-10 AXL fluorescens 
detektor (Shimadzu USA Manufacturing Inc., Canby, OR, USA) segítségével, így nem volt 
szükség a futtatás előtti vagy utáni, ún. pre- vagy post-column festésre vagy derivatizációra. 
17, 18 Az egyes aminosavak esetében meghatároztuk a görbe alatti területet (area-under-the-
curve, AUC) és külső standard segítségével pontosan meghatároztuk a koncentrációjukat. 
Néhány esetben az elúciós időt a „peak-addition“ módszer alapján hitelesítettük. Az 
aminosavak koncentrációját fenilalaninra normalizáltuk. 
 
3.3 Az érszegmensek vazomotor funkciójának meghatározása 
Kísérleteink során Fésüs és mtsai. 26 módosított metodikáját használtuk. Az 
érszegmensek disztális részét – jéghideg KREBS oldatban – 2 mm hosszú szakaszokra vágtuk, 
majd egy Danish Multimyograph Model 610M készülékben (DMT-USA Inc., Atlanta, GA, USA) 
két (egyenként 40 µm átmérőjű) rozsdamentes acéldrótra rögzítettük. 
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A készülék kamráiban az ereket 5% CO2 és 95% O2 állandó áramoltatása alatt 37°C-os KREBS 
pufferben (pH 7,4) inkubáltuk, melynek pontos összetétele a következő volt (mM-ban): NaCl 
119,0, KCl 4,7, KH2PO4 1,2, NaHCO3 25,0, Mg2SO4 1,2, glükóz 11,1 és CaCl2*2H2O 1,6. Minden 
egyes kíséret során meghatároztuk az adott érszegmens nyugalmi feszülés/átmérő viszonyát, 
majd az érfal belső átmérőjét 0,9 x L100-ra állítottuk be, ahol az L100 azt a belső érátmérőt 
jelöli, ahol az adott vaszkuláris szegmens in vivo körülmények között 100 Hgmm transzmurális 
nyomás alatt lenne elernyedt állapotban. Ezen normalizálási folyamat után 30 percig hagytuk 
stabilizálódni az ereket. Ezután folyamatosan regisztráltuk az érfal feszülését. Az ereket 100 
nM adrenalinnal kontraháltuk. Miután a kontrakció elért egy stabil platót, növekvő 
koncentrációjú acetilkolin (ACh), inzulin illetve nátrium-nitroprusszid (SNP) oldatok 
hozzáadásával teszteltük a vazorelaxáns választ. Az ACh-ra, inzulinra és SNP-re adott 
vazorelaxációt az adrenalinra adott kontrakció százalékában fejeztük ki.  
Az antioxidáns kapacitást kataláz (CAT; 1000 U/l) és szuperoxid-dizmutáz (SOD; 200 
U/l) hozzáadásával emeltük. A H2O2 (50µM) pro-oxidáns hatását a CAT-gátló aminotriazollal 
fokoztuk (AT; 1mM). 27 Továbbá az endogén kataláz aktivitás gátlása révén lehetőségünk volt 
– indirekt módon – az egyéb peroxidázok hatását vizsgálni. 28 A SOD-ot és CAT-ot (SOD+CAT) 
és H2O2-t és AT-t (H2O2+AT) 20 perccel az adrenalin indukálta kontrakció előtt adtuk az 
érkamrákhoz. Az ERK jelátviteli út H2O2+AT indukálta vazokonstrikcióban és vaszkuláris inzulin-
rezisztenciában betöltött szerepének vizsgálatához a mitogén aktivált protein kináz kináz 
(MAPKK) gátló PD98059-t (PD; 10 µM és 50 µM) használtuk. 29 A PD-t 30 perccel az adrenalin 
hozzáadása előtt adtuk az érkamrákhoz. 
Az acetilkolint, nátrium-nitroprusszidot, inzulint, adrenalint (epinefrin), H2O2-t, 
aminotriazolt, szuperoxid-dizmutázt, katalázt, PD98059-t és Mg2SO4-ot a Sigma-Aldrich-tól (St. 
Louis, MO, USA) szereztük be. A NaCl-ot, KCl-ot, KH2PO4-ot, NaHCO3-ot, CaCl2x2H2O-ot és 
glükózt a Merck-től (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) vásároltuk. 
 
3.4 Sejtkultúra 
Kísérleteinkhez egér endothelióma sejtek (LGC Promochem, Taddington, UK) 
(endotélsejtek, ECs) primer kultúráit használtuk. Az endotélsejteket 10% fötális marha 
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szérummal (FBS, Gibco) és 2%-os penicillin-streptomycinnel (Gibco) kiegészített Dulbecco´s 
modified Eagle mediumon (DMEM; Gibco, Csertex, Budapest, Hungary) tenyésztettük 37°C-on 
és 5% CO2 alatt. A médiumot minden másnap cseréltük. Az endotélsejt-kultúrákat 
véletlenszerűen három csoportra osztottuk, és 1) 400 µM para-tirozint (kontroll); 2) 800 µM 
para-tirozint (p-Tyr) és 3) 400-400 µM para-tirozint és orto-tirozint (o-Tyr) tartalmazó 
médiumokban inkubáltuk 8 napig, illetve 30 percig a krónikus illetve akut hatások 
vizsgálatához. Az endotélsejteket inzulinnal (400 µM, 5 perc) stimuláltuk az inzulin mediálta 
eNOS-foszforiláció vizsgálatához. A kezelések végeztével az endotélsejteket a további 
analízisekhez mechanikusan eltávolítottuk. 
 
3.5 A tirozin izomer beépülésének vizsgálata az endoteliális sejtekben 
A fehérjekötött tirozin-izomer mennyiségét Molnár és mtsai. módszerével vizsgáltuk. 
17 Miután 200 µl desztillált vizet adtunk a mintákhoz, ultrahanggal 2 percig homogenizáltuk 
azokat, majd 100 µl 60%-os triklórecetsavat adtunk a mintákhoz. Ezután centrifugáltuk (4000 
rpm, 10 perc) az oldatot, majd az üledéket 100 µl 1% triklórecetsavas oldattal 
reszuszpendáltuk, miután ismét 100 µl 60% triklórecetsavvat adtunk a mintákhoz, amit egy 
második centrifugálás követett. Ezután még egyszer megismételtük az utóbbi folyamatot. 
Végül a hidrolízis alatti szabadgyök képződés megelőzése végett 4 µl 400 mM-os 
dezferroxamint és 40 µl 500 mM butilált hidroxitoluent adtunk az üledékhez. Ezután 400 µl 
6N-es sósavval hidrolizátuk a mintákat, így előkészítve őket a HPLC-s vizsgálatokhoz. 
 
3.6 Western Blot vizsgálatok 
Az eNOS-foszforiláció meghatározását az általunk már korábban alkalmazott 
immunoblot eljárással végeztük. 30 Az endotélsejteket jégen 30 percig kezeltük Tris-Triton 
pufferrel. A sejtlizátumot centrifugáltuk (13000 rpm, 10 perc), majd a Bio-Rad protein esszé 
segítségével (Hercules, CA, USA) meghatároztuk a felülúszó fehérje koncentrációját, marha 
szérum albumin (BSA) alkalmazva standardként. Ezután egyenlő mennyiségű fehérjét 
oldottunk SDS-PAGE-vel, majd PVDF (Millipore, Billerica, MA, USA) membránra transzferáltuk 
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őket. A fehérjemennyiséget Ponceau-S festéssel ellenőriztük. A membránokat 60 percig 
blokkoltuk 0,1 v/v%-osTween-t és 5 v/v%-os BSA-t (TBS-T-5% BSA) tartalmazó Tris bázissal 
szobahőmérsékleten. Ezután a blotokat TBS-T 5% BSA-ban higított foszfo-(Ser1177)-eNOS 
antitestekkel kezeltük (1:1000; CellSignaling, Beverly, MA, USA) 4°C-on egy éjszakan keresztül, 
melyet egy mosási fázis követett. Végül az oldatot másodlagos torma-peroxidáz (HRP) jelölt, 
anti-nyúl IgG antitesttel (1:2000; CellSignaling) inkubáltuk 60 percen át szobahőmérsékleten. 
További mosást követően a blotokat felerősített immun-lumineszcenciával (ECL; Super-Signal 
West Pico, ThermoFisherScientific, MA, USA) tettük láthatóvá, majd röntgenfilmen előhívtuk 
(Kodak XAR). A denzitometriás vizsgálatokhoz a Scion Image for Windows szoftvert (Frederick, 
MD, USA) használtuk. A foszfo-(Ser1177)-eNOS szinteket az össz-eNOS szintre korrigáltuk, 
melyet a blotok strippelése utáni ismételt jelöléssel határoztunk meg. 30 
 
3.7 Statisztikai analízis 
Az adatokat átlag ± SE formában fejeztük ki. Minden eloszlást a Kolmogorov-Smirnov 
teszt segítségével teszteltünk. A statisztikai elemzést ANOVA-val, valamint extra sum-of-
squares F test és egyéb nem-parametrikus tesztek segítségével végeztük el, az SPSS 15.0-s 
verziójának valamint a GraphPad Prism5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) 
használatával. Szignifikáns különbségnek a 0,05 alatti p-értéket vettük, melyeket az ábrák és 
táblázatok alatt jelöltünk. 
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4. Eredmények 
4.1  A vaszkuláris redox státusz, az érfali orto-tirozin-szint alapján, a kezeletlen 
patkányok különböző érszakaszain 
A legmagasabb orto-tirozin-szintet a mellkasi, majd ezt követően a hasi aortában 
mértük, míg a legalacsonyabb szintet a femorális erekben mutattuk ki. Ez alapján elmondható, 
vagy az orto-tirozin érfali koncentrációja alapján mért vaszkuláris redox státusz csökken a 
periféria irányában. Továbbá, az erek H2O2+AT való kezelése után megnövekedett az érfali 
orto-tirozin mennyisége a mellkasi aortában, azonban változatlan maradt a hasi aortában és a 
femorális artériában a kontrollokhoz viszonyítva. Az aortic banding esetében kapott 
eredmények igencsak hasonlónak adódtak a H2O2+AT kezelés után kapott eredményekhez, 
vagyis itt is jelentős orto-tirozin emelkedést figyeltünk meg a mellkasi aortában, míg nem 
változott az orto-tirozin szintje a hasi aortában és a femorális artériában a kontrollokhoz 
képest. A SOD+CAT kezelés hatására szignifikánsan csökkent az orto-tirozin szintje a mellkasi 
aortában és a femorális artériában, míg változatlan maradt a hasi aortában a kontroll erekhez 
képest. 
 
4.2  A vazomotor válasz a kezeletlen patkányok különböző érszakaszain 
Az inzulinra adott vazorelaxációban jelentős különbségeket észleltünk az anatómiailag 
egymást követő érszakaszok között. Az inzulin EC50 értéke a femorális artériában lényegesen 
alacsonyabb volt a két aortaszakaszhoz viszonyítva. Továbbá az inzulin EC50 értéke a hasi 
aortában alacsonyabbnak adódott a mellkasi aortához képest. Mindezt összefoglalva 
elmondható, hogy az inzulin által kiváltott vazorelaxáció mértéke nő a vaszkuláris periféria 
irányában. Hasonló különbségeket találtunk az acetilkolinra és az SNP-re adott vazorelaxáció 
esetén is. Az inzulinfüggő vazorelaxáció döntő részt a PI3K/AKT/eNOS jelátviteli úton keresztül 
mediált. Az eNOS L-NAME-vel történő gátlása csaknem teljes mértékben gátolta az inzulinra 
adott vazorelaxációt. Mindazonáltal az inzulinra adott relaxációban jelentősen csökken az 
eNOS mediálta NO-függő relaxáció részaránya a periféria irányában, sőt a femorális artériában 
inkább endotélium független faktorok játsszák a főszerepet az inzulinfüggő vazodilatációban. 
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4.3 A redox státusz SOD+CAT és H2O2+AT-al való befolyásolásának hatása az inzulinfüggő 
vazorelaxációra 
A vaszkuláris redox státusz inzulinfüggő vazorelaxációban betöltött szerepének további 
vizsgálatához különböző, egymást követő artériás érszakaszokat inkubáltunk SOD+CAT-al (a 
redox státusz csökkentéséhez), vagy H2O2+AT-vel (a redox státusz emeléséhez). A mellkasi 
aortában a SOD+CAT kezelés jelentősen növelte az inzulinra adott vazorelaxáció mértékét. A 
mellkasi aortában a SOD+CAT kezelés nem változtatta meg az inzulinfüggő relaxáció mértékét, 
míg a femorális artériában csökkentette azt. Mindazonáltal a SOD+CAT-al kezelt mellkasi 
aortában mért inzulin okozta vazorelaxáció mértéke nem érte el a kezeletlen femorális 
artériában mért szintet.  
A H2O2+AT kezelés jelentősen csökkentette az inzulinra adott vazorelaxációt a mellkasi 
aortában, míg nem változtatott a hasi aortában mért vazorelaxáción. Ezzel szemben a H2O2+AT 
kezelés növelte az inzulin kiváltotta vazorelaxációt a femorális artériában. 
 
4.4 Az aortaszűkítés által okozott redox állapotváltozás hatása az inzulinra adott 
vazorelaxációra kezeletlen patkányokban 
A következőkben megvizsgáltuk az aortaszűkítés által kiváltott érfali orto-tirozin-
koncentráció változását, így következtetve a redox státusz módosulására. Korábbi 
kísérleteinkben igazoltuk, hogy az aortaszűkítés növeli az artériás vérnyomást a lekötéstől 
proximális irányban lévő érszegmensekben. 24, 31  Jelen kísérleteink során azt találtuk, hogy az 
aortaszűkítés csökkentette az inzulinfüggő vazorelaxációt a mellkasi és a hasi aortában, 
azonban nem változtatta meg az inzulinra adott vazorelaxáció mértékét a lekötéstől disztális 
irányban, a femorális artériában.  
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4.5 Az ERK jelátviteli útvonal gátlásának hatása az inzulinfüggő vazomotor válaszra a 
kezeletlen patkányok különböző artériás érszakaszaiban 
Az ERK jelátviteli útvonal inzulin okozta vazorelaxációban betöltött szerepének 
vizsgálatához az ereket az ERK inhibitor PD98059-el (PD; 10µM, 30 perc) inkubáltuk. A mellkasi 
aortában a PD98059 kezelés teljesen visszafordította az inzulin okozta vazorelaxációban a 
H2O2+AT által kiváltott csökkenést. Hasonlóképp fordította vissza a PD98059-kezelés az 
aortaszűkítés általi inzulin indukálta vazorelaxáció-csökkenést. A hasi aortában a PD98059 
kezelés nem változtatta meg az inzulin okozta vazorelaxáció mértékét H2O2+AT jelenlétében, 
de az aortaszűkítéses modellben részlegesen visszafordította a csökkent inzulin általi 
vazorelaxációt. Ezzel ellentétben a PD98059 teljes mértékben gátolta az adrenalin kiváltotta 
vazokonstrikciót a femorális artériában, így metodikai okoknál fogva nem tudtuk vizsgálni az 
ERK jelátviteli útvonal jelentőségét ezen artériás szegmensben. 
 
4.6 A H2O2+AT és az ERK jelátviteli útvonal gátlásának szerepe a kezeletlen patkányok 
különböző érszakaszainak vazomotor válaszában 
A következő kísérletsorozatban a H2O2+AT okozta átmeneti vazokonstrikciót vizsgáltuk 
a különböző artériás szegmensekben inzulin hozzáadása nélkül. A legnagyobb H2O2+AT okozta 
vazokonstrikciót a mellkasi, majd a hasi aortában mértük, míg a femorális artériában kisebb 
mértékű vazokonstrikciót találtunk. Az ERK inhibitor PD98059-el történő inkubálás azonban 
jelentősen csökkentette a H2O2+AT okozta vazokonstrikció mértéket.  
 
4.7 A krónikus orális orto-tirozin kezelés hatása az érfali orto-tirozin koncentrációra 
Egy hónapos per os para-, orto-tirozin vagy kontroll (oldószer) kezelés után megmértük 
az orto-tirozin koncentrációját a mellkasi és hasi aortában valamint a femorális artériában. Az 
orto-tirozin kezelés hatására szignifikánsan nőtt az érfali orto-tirozin koncentráció mindhárom 
artériás szegmensben a kontroll és para-tirozinnal kezelt csoporthoz képest. Négy héttel a 
tirozin kezelés abbahagyása után (tehát a 8. héten) ismét meghatároztuk az érfali orto-tirozin 
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koncentrációt ugyanezekben az érszakaszokban és nem találtunk különbséget a három 
kezelési csoport között (orto-, para-tirozin, kontroll). 
 
4.8 A krónikus orto- és para-tirozin kezelés hatása az inzulin kiváltotta vazorelaxációra 
Kísérleteink során megvizsgáltuk, hogy miként befolyásolja az in vivo krónikus orto-
tirozin kezelés az inzulin okozta ex vivo vazorelaxációt. A hasi aortában és femorális artériában 
jelentősen csökkent az inzulin okozta vazorelaxáció mértéke az orto-tirozinnal etetett 
patkányokban a para-tirozin és kontroll csoporthoz képest. A mellkasi aorta esetében azonban 
nem találtunk különbséget az inzulin okozta vazorelaxációban az orto-tirozin és a kontroll 
csoport között. Ellenben szignifikánsan nagyobb inzulinfüggő relaxációt mértünk a para-tirozin 
kezelt csoportban a másik két csoporthoz képest. Négy héttel a tirozin izomer kezelés 
abbahagyása után (tehát a 8. héten) mért inzulin kiváltotta vazorelaxáció mértéke nem 
különbözött szignifikánsan egyik érszakasz esetében sem a különböző csoportok között (orto-
, para-tirozin és kontroll). 
 
4.9 A különböző tirozin izomerek akut hatásainak vizsgálata az inzulinfüggő 
vazorelaxációra 
Kísérleteink során nem találtunk különbséget a 30 perces (akut) orto- vagy para-
tirozinnal illetve kontroll körülmények közötti inkubálás után a különböző artériás szegmensek 
inzulinra adott vazorelaxációjában. 
 
4.10  A para- és orto-tirozin beépülése az endoteliális sejtek fehérjéibe 
A különböző tirozin izomerek fehérjékbe történő beépülésének vizsgálatához 
megmértük az endotél sejtekben a fehérjéhez kötött orto-tirozin koncentrációját kontroll 
körülmények között, illetve para- illetve orto-tirozinnal történő 30 perces (akut kísérlet) vagy 
8 napos (krónikus kísérlet) kezelés után. Az akut kísérletekben nem találtunk különbséget az 
endotél sejtek fehérjéhez kötött orto-tirozin tartalmában a különböző csoportok között (para-
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, orto-tirozin, kontroll). A krónikus kísérletek esetében az orto-tirozinnal kezelt endotél 
sejtekben magasabb fehérjéhez kötött orto-tirozin mennyiséget mértünk a kontroll és para-
tirozinnal kezelt csoportokhoz képest. 
 
4.11  A különböző tirozin izomerek hatása az inzulin indukált eNOS foszforilációra 
endotél sejtekben 
A megemelkedett érfali orto-tirozin koncentrációval járó csökkent inzulin okozta 
vazorelaxáció pathomechanizmusának további vizsgálatához megmértük az endoteliális 
sejtekben az eNOS aktiváló foszforilációjának mértékét 8 napos para- és orto-tirozin izomerrel 
történő kezelése után illetve kontroll körülmények között. Az immunoblot analízis alapján az 
aktiváló eNOS-foszforiláció jelentősen csökkent az orto-tirozinnal kezelt endotelialis sejtekben 
a kontrollhoz képest. 
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5. Megbeszélés 
Korábbi vizsgálatok igazolták, hogy az erek redox állapota jelentősen befolyásolja a 
vazomotor funkciót. 32 A H2O2 által aktivált ERK jelátviteli útvonal csökkenti az inzulinfüggő 
vazorelaxáció mértékét. 33 Eredményeink egyértelműen mutatják, hogy az artériás 
érrendszeren belül a periféria irányában csökkenő érfali redox státusz a felelős az egyes 
érszakaszok közötti vaszkuláris inzulin válaszban fellelhető különbségekért. Elsőként igazoltuk, 
hogy a hetekig tartó orto-tirozin kezelés csökkentette az inzulinfüggő vazorelaxációt, részben 
endoteliális diszfunkciót kiváltva, ahogyan azt az endotélsejtekben krónikus orto-tirozin 
kezelésére csökkenő inzulin indukált aktiváló eNOS foszforiláció alapján feltételezzük. 
 
5.1 Az inzulinra adott vazomotor válasz az artériás érrendszeren belül: a vaszkuláris 
redox státusz szerepe 
Kísérleteink során a legmagasabb orto-tirozin szintet a mellkasi aortában találtuk a 
disztális érszakaszokhoz képest. Ezen felül az aortic banding, vagy a H2O2+AT kezelés 
jelentősen növelte a mellkasi aorta orto-tirozin tartalmát, de nem növelte az hasi aortáét vagy 
a femorális artériáét. Kísérletes adataink alapján arra következtethetünk, hogy a hasi aortában 
és különösképpen a femorális artériában lényegesen magasabb az antioxidáns kapacitás a 
mellkasi aortához képest. 34 
Eredményeink alapján elmondható, hogy az érfali redox státusz csökken, míg az 
inzulinra adott vazorelaxáció nő a periféria felé. A H2O2+AT által kiváltott vazokonstrikció 
dózisfüggően gátolható az ERK inhibitor PD98059-el, ami alapján valószínű, hogy az ERK 
jelátviteli útvonal főszerepet játszik a ROS kiváltotta vazomotor válaszban. Ezek a kezelések az 
érfali orto-tirozin szintjét is növelték, ami csökkent inzulin kiváltotta vazorelaxációval járt, amit 
az ERK inhibitor PD98059-el való előkezelés teljes mértékben kivédett. Összefoglalva 
kísérletes adataink alapján elmondható, hogy a H2O2 által kiváltott ERK aktiváció valószínűleg 
fontos szerepet játszik a vaszkuláris inzulin-rezisztencia kialakulásában. Mivel a H2O2+AT 
kezelés nem befolyásolta az inzulinfüggő vazorelaxációt a hasi aortában, sőt növelte azt a 
femorális artériában, valószínű, hogy a H2O2 a kisebb átmérőjű erekben vazorelaxációt vált ki, 
ahogyan azt már korábban bemutattuk. 35 
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A mellkasi aortában a redox állapot csökkentése a SOD+CAT-kezelés hatására növelte 
az inzulin kiváltotta relaxációt, ami L-NAME kezelés hatására majdnem teljes mértékben 
gátolható volt. Ezek alapján feltételezhető, hogy az NO jelátviteli útvonal befolyásolása 
magyarázza a SOD+CAT kezelés hatását, mivel az NO szuperoxid általi inaktivációja gátolható 
a SOD+CAT-al. 36-38 Érdekes, hogy a femorális artériában az antioxidáns kezelés SOD+CAT-tal 
éppen ellenkező hatást váltott ki – tehát csökkentette az inzulin kiváltotta vazorelaxációt – 
ugyancsak megerősítve a hipotézist, hogy a H2O2 növeli az inzulinfüggő vazorelaxációt ezen 
érszakaszon. 32, 39, 40 
 
5.2 Az orto-tirozin beépülése az in vivo érfalba és ex vivo az endoteliális sejtekbe 
károsítja az endoteliális funkciót.  
A krónikus orális orto-tirozin kezelés szignifikánsan megnövelte az érfali orto-tirozin 
koncentrációt. Továbbá a krónikus orális orto-tirozin kezelés jelentősen csökkentette az 
inzulinfüggő vazorelaxációt a mellkasi aortában és a femorális artériában. Ezek az eredmények 
megerősítik a hipotézisünket, mely szerint a megnövekedett vaszkuláris redox státusz általi 
emelkedett orto-tirozin képződés károsítja az inzulin kiváltotta vaszkuláris választ, mely a 
vaszkuláris inzulin rezisztencia egy nagyon korai jele. 34 
A mellkasi aorta esetében azonban nem találtunk különbséget az orto-tirozinnal kezelt 
patkányokban az inzulinfüggő vazorelaxációban a kontroll csoporthoz képest. Ez a jelenség a 
mellkasi aortában mért „fiziológiásan” magas bazális orto-tirozin koncentrációval 
magyarázható, mely a nem kezelt kontroll patkányokban is csökkenti az inzulin okozta 
vaszkuláris relaxáció mértékét.  
Továbbá az orto-tirozinnal kezelt endotél sejtekben megfigyelhető csökkent aktiváló 
eNOS foszforiláció mértéke arra enged következtetni, hogy az orto-tirozin beépülése az 
endoteliális fehérjékben endotél diszfunkciót vált ki. Kísérleteink során igazoltuk, hogy az orto-
tirozin által kiváltott vaszkuláris diszfunkció nem akut mechanizmuson alapul.  
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5.3 Klinikai jelentőség 
A vaszkuláris inzulin-rezisztencia pontos molekuláris mechanizmusának mélyebb 
megismerése óriási jelentőséggel bír a diabéteszben megfigyelhető vaszkuláris diszfunkció és 
a mikro- és makroangiopáthiás szövődmények kezelési stratégiáinak kidolgozásában. 
Vizsgálataink arra a kérdésre is választ adnak, hogy miért jár oly gyakran együtt a 2-es típusú 
cukorbetegség és a magasvérnyomás-betegség. A diabéteszben megfigyelhető 
megnövekedett oxidatív stressz hatására emelkedett érfali orto-tirozin akkumuláció 
valószínűleg az NO képződésének gátlásával károsítja az inzulin vazorelaxációhoz vezető 
jelátviteli útvonalát, mely végeredményben artériás hipertóniához vezet.  
A 2-es típusú cukorbetegekben és a krónikus vesebetegekben igazoltan 
megnövekedett orto-tirozin terhelés jelentősen közre játszhat a vaszkuláris komplikációk 
kialakulásában. 15, 16, 39, 40 Továbbá ismert, hogy az átmeneti, 2-3 hétig tartó intenzív inzulin-
terápia növeli az inzulin-érzékenységet. Ez a hatás a csökkent oxidatív stressz és az így 
csökkent orto-tirozin-képződéssel magyarázható. Az általunk felvázolt jelátviteli útvonal 
befolyásolása egy ígéretes új terápiás stratégia lehet a cukorbetegség vaszkuláris 
komplikációjának megelőzésében és kezelésében. 
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6. A dolgozat tézisei: 
 
1. Az orto-tirozin érfali koncentrációja alapján mért oxidatív állapot a mellkasi aortában 
a legmagasabb, majd a hasi aortában, végül femorális artériában a legalacsonyabb.(A) 
 
2. Az inzulin kiváltotta vazorelaxáció mértéke növekszik az artériás rendszerben a 
periféria felé.(A) 
 
3. A hidrogén-peroxid/aminotriazol kezelés valamint az aortaszűkítés növeli az oxidatív 
állapotot a mellkasi aortában.(A) 
 
4. A mellkasi aortában mért megnövekedett oxidatív állapot az ERK jelátviteli útvonal 
aktivációjával és csökkent inzulinfüggő vazorelaxációval jár együtt.(A) 
 
5. Az oxidatív állapot akut csökkentése a szuperoxid-dizmutáz/kataláz kezelés hatására 
növeli az inzulinfüggő vazorelaxáció mértékét a mellkasi aortában.(A) 
 
6. A femorális artéria esetében a magasabb oxidatív állapotban növekedett, míg az 
oxidatív állapot csökkentése után csökkent az inzulinfüggő vazorelaxáció mértéke.(A) 
 
7. A patkányok krónikus orális orto-tirozin kezelése a vaszkuláris orto-tirozin 
koncentrációjának növekedésével és az inzulinfüggő vazorelaxáció mértékének 
csökkenésével jár.(B) 
 
8. Az orto-tirozin beépülése az endoteliális sejtekbe in vitro körülmények között 
csökkenti az inzulin által kiváltott eNOS foszforilációt.(B) 
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